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研究成果の概要（和文）：近年赤潮が頻発している福山港及び芦田川河口域における環境水中除草剤濃度を測定し、ブ
ロモブチド、ブロマシル、シアナジン、及びプレチラクロールが比較的高い頻度で検出され、6月から8月付近で比較的
濃度が高い傾向が認められた。また、比較的除草剤濃度が高い時期に鞭毛藻が検出された。珪藻キートセロスおよび鞭
毛藻ヘテロシグマを用い、上記4種の除草剤の影響を検討した結果、4種のうち3種はヘテロシグマよりもキートセロス
が高い感受性を示し、除草剤の曝露により珪藻の生長速度が抑えられ、鞭毛藻の生長速度の方が珪藻の生長速度より速
くなった。これらのことから、鞭毛藻赤潮の発生に除草剤が影響を及ぼす可能性が想定された。

研究成果の概要（英文）：Ten kind of herbicides were identified in environmental water in Hukuyama Port 
and the mouth of the Ashida River where flagellate blooms were generated in recent years. Bromobutide, 
cyanazine, bromacil, and pretilachlor were detected at relatively high frequency, these concentration was 
relatively high from June to August. Flagellate cells were identified in that same period.
The acute toxicities of these herbicides to a diatom Chaetoceros sp. and a flagellate Heterosigma 
akashiwo were assessed, Chaetoceros sp. was more sensitive to cyanazine, bromacil, and pretilachlor than 
H. akashiwo. The growth rate of the diatom was decreased with these herbicides, and the growth rate of 
the flagellate faster than that of the diatom in the toxicity tests. Herbicides may therefore influence 
generation of flagellate blooms.

研究分野：環境毒性学
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１． 研究開始当初の背景
日本近海では、シャットネラ等の鞭毛藻類
による有害赤潮が頻発しており、しばしば甚
大な漁業被害がもたらされる
水温・塩分・栄養塩など、様々な観点から赤
潮発生原因を巡る研究が行われ、鞭毛藻赤潮
の発生時には、生態学的競合関係にある珪藻
類が特異的に減少することが指摘されてい
る。しかし、鞭毛藻の優占機構は未だ十分に
解明されていない。鞭毛藻による赤潮は春か
ら夏にかけて発生することが多く、この時期
は水稲用除草剤の使用量が増加する時期と
オーバーラップするものの、除草剤などの有
害化学物質が藻類間競合関係に及ぼす影響
を検討した事例は見あたらない。
を合わせ俯瞰した場合、シャットネラ等の赤
潮鞭毛藻類と生態学的競合関
類に、有害化学物質により選択的減少が起き
た場合には、
誘発される可能性が想定される
 
２． 研究の目的
 本研究では、赤潮原因藻類及び珪藻類に対
する感受性の差異から、除草剤などの有害化
学物質が藻類間競合関係に影響を及ぼす可
能性を検討する。
剤濃度を測定し、主に検出される除草剤の
度レベルを明らかにする。
剤について、鞭毛藻及び珪藻の感受性の差異
を明らかにして藻類間競合関係に影響を及
ぼす可能性の高い除草剤を推定すると共に、
藻類間競合関係に及
る。さらに、選定した除草剤を鞭毛藻及び珪
藻に単独で
明を試みる。以上の結果により、鞭毛藻と珪
藻 の競合関係に除草剤がもたらす影響を検
証し、除草剤が優占プランクトン種の決定に
どのように関与するかを
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洋電機）を用い、照明には紫外線をカットし
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なお、各実験区はそれぞれ 3 セットずつ設
けた。試験開始 0、24、48 および 72 時間目
にターナー蛍光光度計(MODEL10-AU-005 
FLUOROMETER，Turner Designs社)を用いて
生長測定を行い、予め測定しておいたそれぞ
れの藻類の細胞数と相対蛍光値の関係から
各試験区の細胞数を推定し、生長曲線に基づ
いて生長速度を算出した。試験開始時の細胞
濃度は約 103 cells/mL とした。採水は試験開
始前と終了後に行い、試験液はガラス繊維ろ
紙（GF/Cフィルター、GE Healthcare）でろ過
して懸濁物を除いた後、分析に供した。被検
物質測定に十分な液量を得るため、同一試験
区のろ液をあわせて除草剤濃度を測定した。 
急性毒性値は 72 時間の試験で生長速度が半
減した 除草剤濃度 (72-h EC50) とした。こ
の値は、対照区に対する試験区の 1日あたり
の生長速度、および平均実測除草剤濃度から
プロビット法により算出した。 
(5) 珪藻及び鞭毛藻の藻類混合培養条件に
おける除草剤の影響検討 
ネジ口試験管（φ 24 × 200 mm、容量 64 mL）
に 30 mLの SWM3培地を収容し、上記培養
試験と同様の条件下で 72 時間の毒性試験を
行った。被験物質はブロマシルを用い、濃度
は、0.625、1.25、2.5、5、及び 10 μg/L、に設
定し、試験原液を各濃度区に所定の濃度とな
るよう添加した。各濃度区の DMSOの濃度は
一定（100 mg/L）とし、助剤対照区、および
無添加対照区を設けた。なお、各実験区はそ
れぞれ 3 セットずつ設けた。 
この試験液に Chaetoceros sp.及び H. akashiwo
を各藻類の初期細胞数を 1000 cells/mL 程度
になるよう添加した。なお、各実験区はそれ
ぞれ 3 セットずつ設けた。試験開始 0 及び
72時間目に試験液を採水し、試験液に含まれ
る細胞数を顕微鏡下で計測すると共に、上記
影響試験と同様にろ過後、分析に供した。被
検物質測定に十分な液量を得るため、同一試
験区のろ液をあわせて除草剤濃度を測定し
た。 
 
(6) 除草剤曝露時の珪藻及び鞭毛藻の発言
遺伝子解析 
 1Lのねじ口瓶に 1LのSWM3培地を収容し、
5μg/Lブロマシル区及び助剤対照区（100 mg/L 
DMSO）を設定し、各濃度区の DMSOの濃度
は一定（100 mg/L）とした。この試験液に
Chaetoceros sp.及び H. akashiwo をそれぞれ
別々に藻類の初期細胞数を 1000 cells/mL 程
度になるよう添加し、上記培養試験と同様の
条件下で 72 時間の曝露試験を行った。試験
開始 0 及び 72 時間目に試験液を採水し試験
液に含まれる細胞数を顕微鏡下で計測する
と共に、上記影響試験と同様にろ過後、分析
に供した。また、試験終了時には培養液を遠
心分離して藻類を集めた後、RNeasy Mini Kit 
(QIAGEN社)を用いて、Total RNAを抽出し、
-80℃で保存した。この RNA から精製した

mRNA（poly(A)-RNA）を断片化、cDNA合成
により poly(A)-RNAの配列を次世代シーケン
サーHiSeq (Illumina 社)を用いて、網羅的
に取得した。得られたトリミング済みのリー
ドデータを用いて、アセンブルプログラム
Trinity を用いた de novo transcriptomeアセン
ブルを実施後、アセンブル結果を参照配列と
して、各サンプルのトリミング済みリードデ
ータを用いたマッピングと、推定 Transcript
配列の発現強度の算出、及び曝露区及び対照
区の発現強度を比較した。 
 
(7)除草剤の分析 
環境水１L または上記影響試験の試験液

50mL をジクロロメタンで 2 回抽出後、1mL
まで濃縮した。内部標準物質としてフェナン
トレン、フルオランテン、及びクリセンの重
水素体を添加後、ガスクロマトグラフ質量分
析計（GC/MS）を用いて除草剤濃度を測定し
た。 
 
４．研究成果 
(1)環境水中の除草剤濃度の測定 

10 種の除草剤について環境水中濃度を測
定した結果、ブロモブチド、シアナジン、ブ
ロマシル、プレチラクロールの順に検出頻度
が高かった。アラクロールの検出頻度は比較
的高いものの、最高検出濃度が 50ng/L未満で
あり、藻類間競合関係に影響を及ぼす可能性
は低いと推測された。シマジン、シメトリン、
イルガロールについては検出頻度が低く、ま
た、最高検出濃度が 100ng/L未満であるため、
藻類間競合関係に影響を及ぼす可能性は低
いと推測された（表 1）。 
検出頻度の高い除草剤について季節変化
を検討した。物質の種類によっては、他の時
期でも高濃度の時期があるものの、6 月から
8 月付近で比較的濃度が高い傾向が認められ
た（図 2）。また、この図に鞭毛藻ヘテロシグ
マやシャットネラが検出された時期を重ね
ると、比較的除草剤濃度が高い時期に鞭毛藻
が検出され（図 2）、鞭毛藻赤潮の発生に除草
剤が影響を及ぼす可能性が想定された。 
 
表１.除草剤の検出範囲（ng/L）及び頻度 
 ブロモブ

チド 

シマジン アトラジ

ン 

シメトリ

ン 

検出範囲 <30-519 <29-43 <14-136 <32 

検出頻度 44/137 2/137 8/137 0/137 

 

アラクロ

ール 

ブロマシ

ル 

シアナジ

ン 

イルガロ

ール 

検出範囲 <7.4-43 <56-179 <39-127 <17 

検出頻度 22/137 34/137 34/137 0/137 

 
プレチラクロール メフェナセット 

検出範囲 <15-153 <46-91 

検出頻度 28/137 10/137 
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